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Turbidimetrie a nefelometrie

Soustava, ktera obsahuje alesport dva druhy hmoty, pficemz jeden druh je rozptylen ve
druhém ve formé vice nebo méné jemnych castic. Rozptyleny druh se nazyva disperzni
podil, spojity druh disperzni prostfedi. Pod pojmem druh hmoty se rozumi slozka nebo
taze. Disperzni podil miize i nemusi predstavovat samostatnou fazi a svym chemickym
sloZzenim se mitiZze, ale nemusi vZdy liSit od disperzniho prostfedi. Podle toho mluvime
o disperzni fazi nebo disperzni sloZce. Pfevazna vétsina disperzi patii mezi viceslozkové

soustavy.
Existuje mnoho typt disperznich soustav, které byvaji klasifikovany podle riznych hledisek:

e podle poctu fazi na systémy
o homogenni - disperzni podil i disperzni prostfedi tvoii jednu fazi,
o heterogenni - disperzni podil je od disperzniho prostfedi oddélen fazovym
rozhranim;
podle skupenstvi disperzniho prostfedi a disperzniho podilu byvaji

heterogenni soustavy dale déleny:

DISPERZE
Disperzni | Disperzni
prostredi podil
koloidni hrubé
plynny - -
plynné kapalny | aerosoly (mlhy) deést, mihy
tuhy aerosoly (dymy) prach, dymy
plynny pény bubliny, pény
kapalné | kapalny emulze emulze
tuhy lyosoly suspenze
. Cx tuhé pény,
plynny tuhé pény mineraly s uzavienymi plyny
tuhé . ) tuhé emulze,
kapalny tuhé emulze L, L o .
mineraly s uzavienymi kapickami
tuhy tuhé soly tuhé smési, napf. eutektika
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e podle poctu molekul v ¢astici disperzniho podilu
o systémy molekuldrni: analytické disperze a roztoky makromolekul,
o systémy polymolekularni: asociativni koloidy, lyofobni soly a hrubé disperze;
e podle velikosti ¢astic disperzniho podilu (linedrniho rozméru d)
o hrubé disperze - d > 10-6 m,
o koloidni disperze - 10-9 m <d <10-6 m,
o analytické disperze - d <10-9 m (prave roztoky);
e podle tvaru castic
o globuldrné disperzni — s izometrickymi ¢asticemi
o lamindrné disperzni —s anizometrickymi casticemi, jejichZ jeden rozmér je
fadoveé mensi nez ostatni,
o fibrilarné disperzni — s anizometrickymi casticemi, jejichZ jeden rozmér je
fadoveé veétsi nez ostatni;
e podle struktury disperzniho podilu
o nasystémy s disperznim podilem ve formé castic,
o na systémy, u nichz dastice disperzniho podilu vytvafeji souvislou
prostorovou sit, kterd prostupuje kapalné disperzni prostredi (gely);
e podle rozdéleni velikosti ¢astic
o monodisperzni (uniformni) - s casticemi stejné velikosti (s vyjimkou
analytickych disperzi se vyskytuji velmi zfidka),
o paucidisperzni, obsahujici nékolik diskrétnich velikostnich frakci ¢astic

o polydisperzni (neuniformni) — obsahuji ¢dstice mnoha rtiznych velikosti

Rovnice pro intenzitu svétla rozptyleného jednotkou objemu ziedéné (nikoliv krajné
ziedéné) disperzni soustavy s kapalnym disperznim prostfedim a malymi disperznimi

Casticemi (< A/20), odvozena na zakladé fluktuacni teorie:

4m*niF(0)w dn\>
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(Einsteinova-Debyeova rovnice pro rozptyl svétla)

kde I4 je intenzita svétla rozptyleného objemovou jednotkou disperzni soustavy pod
thlem 6
Iy je celkova intenzita dopadajiciho zafeni
n je index lomu disperzni soustavy
n0 je index lomu cistého disperzniho prostfedi
w je hmotnostni koncentrace
M je molarni hmotnost disperzniho podilu
A je vinova délka primarniho a rozptyleného svétla
r je vzdalenost detektoru, méficiho intenzitu, od zdroje rozptyleného svétla
8 thel pozorovani, sevieny primarnim paprskem a paprskem rozptyleného svétla,
ktery dopada do detektoru


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/anizometricka_castice.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/anizometricka_castice.html
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F(8) je funkce thlu pozorovani jejiz tvar zdvisi na charakteru primarniho paprsku
B druhy viridlni koeficient — stejny jako u viridlniho rozvoje pro vyjadreni
koncentra¢ni zavislosti osmotického tlaku, zaporné hodnoty B charakterizuji
disperzni systémy, ve kterych prevladaji pfitazlivé sily mezi ¢asticemi. Disperzni
Castice pak jevi tendenci ke shlukovani — proto je v daném okamziku v nékterych
objemovych elementech koncentrace podstatné vy3si neZ v jinych. Nastavaji silné
fluktuace — se zapornou hodnotou B je spojena velka intenzita rozptyleného svétla.
Naopak pfi kladnych hodnotach B pfevazuje vliv odpudivych sil, které vedou
k rovnomérnéjsimu rozdéleni disperznich castic v prostoru, a tedy ke sniZeni
pramérné fluktuace a niZsi hodnoté Je.

Turbidimetrie a Nefelometrie jsou metody vyuzivajici rozptylu svétla casticemi
v suspenznich a koloidnich roztocich. Lisi se jen umisténim detektoru. Slouzi k urcovani

koncentrace suspendované latky. Ke stanoveni se pouziva metoda kalibracni kfivky.

Nefelometrie

Nefelometrie méfi rozptylené zafeni nejcastéji ve sméru kolmém na vstupujici paprsek
a uziva se ji pro nizsi koncentrace rozptylenych castic. V pfipadé turbidimetrie je detektor
umistén v ose paprsku a méfime tak zareni proslé vzorkem, které je ochuzené o rozptylenou

slozku zafeni, je vhodna pro koncentrovanéjsi roztoky.

Optické analytické metody vyuzivajici rozptylu svétla na heterogennich casticich
v koloidnich roztocich a mikrosuspenzich (turbidimetrie, nefelometrie) vychazi ze

zakladnich podminek pro méfeni:

e vyuzivaji zdroje UV-VIS monochromatického zareni

e velikost ¢astic musi byt jednotna a blizka vlnové délce pouzitého zafeni

e reakdni prostredi (koncentrace ¢inidel, teplota) ovliviiuje velikost ¢astic

e (astice nesmi béhem méfeni sedimentovat — proto se pfidavaji ochranné koloidy

e rozptyl je zalozen na Tyndallové efektu (rozptylené zafeni na casticich ma stejnou
vlnovou délku jako zafeni dopadajici na koloidni éastice)

e intenzita rozptyleného zafeni zdvisi také na objemu castic v objemové jednotce (na

) ----» detektor
disperzni systém BESSCGEEERHITe
ey zareni

TURBIDIMETRIE

koncentraci).

zdroj [~
svétla | _

Yy
detektor
rozptyleného
zareni

NEFELOMETRIE

Obrazek 1: Rozdily turbidimetru a nefelometru
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Rozptylené svétlo (Ir) vychazi z roztoku vSemi sméry (tzv. Tyndallovo svétlo) a méfi se (D)

pod thlem, ktery je odliSny od sméru dopadajiciho zafeni.

Pro nefelometrické méfeni jsou pouzivany:

¢ nefelometricky nastavec k fotometru (Tyndallovo svétlo se sleduje pod tthlem 90°)

e specidlni pfistroje — nefelometry

Obrazek 2: Schéma nefelometru
Konven¢ni nefelometry

Svételnym zdrojem je obvykle Zarovka s halogenovou atmosférou nebo xenonova
vybojka. Optika téchto pfistroji obsahuje navic interferencni filtr, nebot svételny zdroj po-
skytuje polychromatické svétlo. Detektor je nastaven pod tthlem 70° az 90°, protoze stupen

smérovosti svétla z konvenéniho zdroje je nizky.
Laserovy nefelometr

Laserovy nefelometr pouziva jako svételného zdroje helium-neonového laseru. Tento
zdroj mono-chromatického svétla je mimofadné intenzivni a ma vysoky stupen smérovosti.
Laserovy paprsek prochdzi ptes kyvetu s méfenym roztokem a rozptylené svétlo se sleduje

detektorem nastavenym pod tthlem 5 az 35° (fotonkou nebo fotondsobicem).

Pro pfiblizné stejné pristrojové vybaveni obecné plati, Ze nefelometrie je asi o jeden

rad citlivéjsi nez turbidimetrie. Schéma instrumentélniho uspofadani je patrno z obrazku.
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ZDROJ SVETLA.

EXCITAGN| OPTIKA
VZORKOVA 7
CELA
EXCITACNI FILTR
; o

e

PTIKA %mLENENO lo 90°
c
lo DETEKCNI FILTR
~— DETEKTOR

B

(A)= 0° TURBIDIMETRIE
(8)-(C) = 30 -90° NEFELOMETRIE

Obrazek 3: Rozdilné umisténi detektorii pro turbidimetrii a nefelometrii, schéma obou piistroji

Pfi nefelometrii se méfi zafeni rozptylené na dasticich (obvykle komplex(i antigen-
protilatka), méfi se tedy intenzita diftizniho rozptylu. Vlnova délka diftzné rozptyleného
zafeni a zafeni zdroje je stejnd, i kdyz v malém rozsahu dochazi na casticich k emisi zafeni
o delsi vinové délce. Optimalni pomér mezi vinovou délkou zafeni monochromatického
zdroje a polomérem castic je 10:1. Nefelometrické méfeni se provadi nejcastéji ve dvou

modifikacich, ,end-point” nebo kinetické.
Méfeni ,end-point”

e méfeni po uplynuti urcitého ¢asového intervalu

e nejcastéji jde o dobu 30-60 minut, ale je zndmo, Ze jiZ po 10 minutach je pfitomno dost
imunokomplexu pro reprodukovatelné méfeni

e spolehlivost stanoveni je téZ znacné zavisla na zptsobu uchovavani reakéniho
produktu

Kinetické méfeni
Vyuziva vyhodnoceni rychlosti nartstu zakalu v case

Lze stanovit minimdalné 1 mg/l; vhodnym pfistrojovym uspofddanim za vyuziti

vypocetni techniky je mozno mez stanovitelnosti snizit o jeden az dva fady

Zakalové metody ve vodném prostiedi jsou pouzivany predevsim pro imunochemické

reakce, vyznacuji se vysokou pfesnosti a dobrou reprodukovatelnosti.

Zavislost odezvy nefelometru na koncentraci stanovované bilkoviny je obecné
nelinedrni. Jde vétsinou o polynom druhého ¢i tfetiho fadu. V pfipadé vhodné zvolenych
podminek je mozno zavislost aproximovat prolozenim pfimkou. Obecné plati, Ze linearita

méfeni je tim lepsi, ¢im je koloidni disperze vice nafedéna nebo je mensi velikost ¢astic.
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Stanoveni specifickych proteint

Prikladem aplikace nefelometrie je stanoveni jednotlivych plazmatickych bilkovin.

V soucasné dobé se prakticky vyhradné pouzivaji imunochemické metody. Jedna se

o skupinu metod vyuzivajici specifickou reakci antigenu (plazmatické bilkoviny)

s protilatkou (frakce zvifeciho hyperimunitniho séra). Reakci antigenu s protilatkou vznikaji
imunokomplexy, na jejichZ vizualizaci a kvantifikaci jsou pak zaloZeny jednotlivé metodiky
stanoveni. Laboratorné velmi vyhodné (z hlediska rychlosti provedeni, pfesnosti

i produktivity prace) jsou optické metody, kdy reakce probiha v kapalném prostredi. V
pufru (nejcastéji fosfatovy) za pridavku polyetylénglykolu 6 000 nastane precipitace
imunokomplexi. Jejich koncentrace je pfi stdlém nadbytku protilatky iimérna koncentraci

antigenu, tj. stanovované bilkoviny ve vzorku.
Interference

Na zdkalové méfeni koloidd maji vliv vlastni zdkaly sér. Silné lipemicka séra je nutno ze
zpracovani vyradit. Divodem je hlavné obtiznost méfeni malého prirtistku turbidance
(absorbance, zdkalovych jednotek) komplexti antigen-protilatka na relativné vysokém
pozadi zadkalu. Pfi nefelometrickém méfeni se vzorky fedi ve vyS$sim poméru neZ
u turbidimetrie; ani tam by vSak nemél porovnavaci roztok vzorkt presahnout 25 % RLS.
Barviva, produkty hemolyzy a Zlucové pigmenty (iktericka a hemolytickd séra), maji vétsi

vliv na nefelometrii nez na turbidimetrii.
Iontova sila vzorku

Ve fyziologickém rozmezi nema vyznamny vliv na reakci antigen-protilatka. Na stanoveni
ma vliv pouzity materidl reakénich nddob a jejich tvar (rovhomérnost tvorby koloidné-
disperznich komplexti a jejich stabilita), osvétleni (hlavné vlnové délky mimo viditelnou

oblast) a teplota stanoveni. Dilezity je vliv polyethylenglykolu.
Titr protilatek

Jde o orientacni uidaj, spiSe jen o relativni hodnoty. Titry dvou Sarzi protilatek proti jedné
bilkoviné se mohou i dost vyrazné liSit. S tim je tfeba podcitat pri fedéni protilatky

a eventudlni snizeni titru kompenzovat niz§im fedénim antiséra.
Néktera omezeni

Pro stanoveni plazmatickych bilkovin by se zasadné mély pouzivat pouze protilatky k tomu
ucelu pfipravené. Pro zdkalova méfeni koloidt jde o imunoglobulinové frakce pfislusnych

antisér.
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Afinita a avidita

Vysoka afinita znamena vysokou , pfichylnost” protilatek k jejich odpovidajicim antigennim
epitopim. Je podstatna pro rychlost reakce, zatimco avidita, ktera ovliviiuje tvorbu
komplexti (Castic), je dulezitd pro meéfeni ,end-point”. Obé charakteristiky nejsou nutné
paralelni. Nékdy mtize dochézet i k vylouceni precipitatu, jestlize avidita a afinita jsou pfilis
vysoké. Tomu se da =zabrdnit zménou protilaitky nebo sniZenim koncentrace
polyetylenglykolu. Velmi rychlé reakce s vysoce afinnimi protilatkami mohou také byt

znacnym problémem pfi praci s automatickymi analyzatory.
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Turbidimetrie

Turbidimetrie je zaloZena na méfeni stupné zakalu (turbidity). Na casticich dochazi
k rozptylu zéareni a ¢astecné i jeho absorpci. Sleduje se pokles intenzity zafeni prochdazejiciho
absorbujici a rozptylujici vrstvou. Méfeni se provadi v pfimém smeéru, v ose svételného
paprsku zdroje jako u fotometrickych postupti. Pfi turbidimetrickych méfenich je obtizné
pripravit reprodukovatelné suspenzi meéfené reakcéni smési, aby byla dostatecné stala.
K tomu tcelu se pouzivaji ochranné koloidy (napt. polyethylenglykol). Fotometricka citlivost
je nepfimo imérnd vinové délce, proto je vhodné méfit pfi nejkratsi vinové délce dosazitelné

standardnim fotometrem (340 nm v blizké UV oblasti).

Méfeni se provadi v pfimém sméru, v ose svételného paprsku zdroje. Ve zvlasté zfedénych
disperzich (roztocich) je pfechod mezi absorpcni fotometrii a turbidimetrii neostry, a proto
lze méfenou veli¢inu Tp (turbidance), jiz odpovida v absorpénim fotometru A u klasické

absorpc¢ni fotometrie (absorbance), vyjadfit vztahem
Tb = (e + T)CL,

kde e je absorpéni koeficient, T turbiditni koeficient, ¢ je koncentrace, L je svételna draha

méfici kyvety.

Zavislost turbidance (absorbance) na koncentraci analytu je obecné nelinearni (jde vétsinou
o polynom 2. fadu). V pfipadé vhodné zvolenych podminek je moZzno zavislost aproximovat
prolozenim primkou. Turbidance zavisi nepfimo na ¢tvrté mocniné vinové délky. Proto se v
soucasné dobé prakticky vyhradné vyuziva méfeni v UV oblasti. Vyrazny je vliv teploty,

ktera ovliviiuje tvorbu i velikost ¢astic.

K turbidimetrickému méfeni zdkalu se obvykle vyuzivaji klasické absorpcni fotometry

a automatické analyzatory pracujici metodou absorpc¢ni fotometrie.



Uloha 1:

Pomticky:
Chemikalie:

Postup:
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Podrobné se seznamte s obsluhou Turbidimetru HACH a proved'te jeho
kalibraci

Navod k obsluze, kyvety, turbidimetr, automatické pipety, Spicky

standardy 1 NTU a 20NTU, silikonovy olej

Pripravte nadobku k pouZiti tak, Ze ji fadné omyjete miliQ vodou
Otfete papirovym kapesnikem

Képnéte na kazdou vnéjsi sténu nddobky silikonovy olej a rozetfete jej
pfiloZenou utérkou

Protfepejte nadobky se standardnimi roztoky po dobu 2-3 minut, aby se
resuspendovaly veskeré ¢astice

Protfepané standardy nechejte 5 minut odstat

Jemnym prevracenim lahviéek promichejte roztoky po dobu 5-7 minut
Proplachnéte nadobku standardem

Naplnte nddobku 5 ml 1.0 NTU standardu a nechejte stat 1 minutu
Zavtete nadobku a otfete z ni veskeré necistoty

. VloZte nadobku do pristroje

. Pfikryjte nddobku néstavce a vyckejte 30 sekund

. PfidrZte tlacitko CAL a stisknéte tlacitko READ

. Po chvilce se na displeji objevi dA

. Stisknéte tlacitko CAL, na displeji se objevi C1.0 problikavajici s 1.0 NTU
. Naplnte novou nadobku 5 ml standardu 20 NTU a zavickujte

. Odstrarite veskeré necistoty z povrchu nadobky

. VloZte nadobku do pfistorje, zakryjte a vyckejte 30 sekund

. Stisknéte CAL, na displeji se objevi C20 problikavajici s 20 NTU

. Pro ukoncenti kalibrace stisknéte opét CAL. Na displeji se objevi CLd
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Uloha 2: Turbidimetricky urcete pocet bunék pekafskych kvasinek v neznamém

vzorku

Pomiticky: Turbidimetr, turbidimetrické kyvety pipety, Spicky, falkonky

Chemikalie: pekarské kvasnice, PBS 1x

Postup:

1. Ze zasobniho roztoku pfipravte

103107 bunék /ml.

roztoky pro zméfeni

2. Zméfte a zapiste hodnoty turbidity pro pfipravené roztoky.

@

Zméfte a zapisSte hodnotu turbidity pro nezndmy vzorek.

4. Urcete koncentraci bunék v nezndmém vzorku.
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